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PRODUCTION ET RÉGÉNÉRATION DE PROTOPLASTES 

CHEZ DRAPARNALDIA MUTABILIS 

(CHAETOPHORALES, CHLOROPHYTA) 

M. LARPENT-GOURGAUD* et M.P. AUMAITRE* 

RÉSUMÉ.  Les paramétres pour la production et la régénération des protoplastes du. 
Draparnaldia mutabilis (Roth) Cederg ont été définis; áge de la culture, temps d'incubation, 
enzymes, milieux de culture et de régénération. 

ABSTRACT.  Parameters for production and regeneration of protoplasts in Draparnaldia 
mutabilis (Roth) Cederg has been defined :age of culture, duration of incubation, enzymes, 
media for culture and regeneration. 
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INTRODUCTION 

L'obtention de protoplastes à partir de divers organes et tissus végétaux est 
possible soit mécaniquement aprés plasmolyse des cellules soit par digestion 
enzymatique. 

De nombreuses recherches ont été entreprises en vue de produire des proto- 
plastes dans des groupes végétaux divers : champignons (VILLANUEVA, 1966), 
algues (CLEMENT-METRAL, 1976; SAGA, 1984; CHENEY et al., 1986) et 
bryophytes (USUI et ITO, 1985). 

La production de protoplastes, possible avec l'emploi d'enzymes appropriées, 
capables d'hydrolyser les parois cellulaires a été obtenue chez un petit nombre 
d'espèces d'algues vertes : Chlorella, Zygnema, Mougeotia (BERLINER, 1983) 
ou rouges du type Porphyridium (CLEMENT-METRAL, 1976). 

Crest dans des perspectives d'analyses morphogénétiques (localisation de 
croissance, pouvoir de régénération, phénomènes de corrélation) que nous avons 
essayé de définir les conditions d'obtention des protoplastes chez Draparnaldia 
mutabilis. 

* pianos de Phytomorphogenése, U.A. 45, 4-6 rue Ledru - 63038 Clermont-Ferrand 
edex. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Draparnaldia mutabilis est cultivée en culture axénique sur un substrat liquide 
organique (B.E.) à base d'extrait de viande et de bacto-peptone (LARPENT et 
JACQUES, 1973) sous un éclairement d'environ 33 moles. m? s^. 

La production de protoplastes est réalisée suivant une technique inspirée de 
celle de CHUPEAU et BOURGIN 1980. 

Des thalles de Draparnaldia préalablement essorés sont mis à incuber dans une 
solution minérale de macroéléments de MURASHIGE et SKOOG (1962) diluée 
de moitié, additionnée d un stabilisant osmotique (mannitol 80 g I") et d un 
mélange enzymatique associant macérozyme R-10(2g I"); cellulase Onozuka 
R-10 (10g 1); drisélase (5g I). Solution minérale et macération enzymatique 
sont mélangées dans des proportions de 9v pour 1v. 

L'incubation se poursuit à l'obscurité, à 25°C, avec agitation (50 rotations/ 
min.) pendant des temps variables de 3 h à 15h. 

La suspension est ensuite filtrée stérilement sur toile à bluter de porosité 
0,57 ym. Le filtrat est dilué avec une solution de rinçage (KCI 0,25g 1 , CaCl 
0,2g I! ) dans les proportions (2v  1v) puis centrifugé 5 minutes à 70 g pour 
éliminer les fragments de parois végétales. 

Le culot de centrifugation renfermant essentiellement les protoplastes, aprés 
deux nouveaux rinçages est remis en suspension, aprés la derniére centrifugation 
dans du milieu B.E. additionné de mannitol (60g 1* ). 

Les protoplastes sont dénombrés en cellules de Malassez, et cultivés sur milieu 
B.E. gélosé supplémenté en glucides. La croissance en longueur est mesurée en 
cellule de van Tieghem, au microscope (Grossissement x 200). 

RÉSULTATS 

A.  Action du temps d'incubation et de l âge de la culture sur la production 
de protoplastes. 

Les résultats (Tableau 1) montrent que le nombre de protoplastes augmente 
avec le temps d'incubation dans la solution de macération jusqu'à 9 heures, pour 

TABLEAU I 

Age de "Inoculum Temps d'incubation Nombre de Prosoplastes 
(jours) en heures Mi g} poids 

3 3.105 
25 9 1,5. 10? 

15 6,0.10 

6 8.10 
35 9 4.107 

15 1.107 

Source : MNHN, Paris. 
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se stabiliser entre 9 et 15 heures. Ultérieurement le temps choisi sera donc de 
9 heures. 

L'âge physiologique de la culture, c est-à-dire le temps de développement sur 
le milieu organique de base B.E. influence peu le nombre de protoplastes ob- 
tenus, pour un temps d'incubation constant de 15 heures (Fig. 1). 

NOMBRE DE PROTOPLASTES 
mi ! gg ! poids frais 

= 
1 28 3 AI E 2 AGE DES CULTURES EN JOURS 

Figure 1  Influence de l'âge de la culture sur la production de protoplastes. 

Chez d'autres organismes, au contraire comme par exemple la Funaire 
(GWOZDZ et WALISZEWSKA, 1979) ou les champignons (GAUGY, 1983) 
le taux d'obtention de protoplastes est largement dépendant de l âge des cellules 
originelles. Cependant tous les filaments engendrent des protoplastes. 

B  Régénération et développement des protoplastes 

La suspension de protoplastes est étalée sur le milieu B.E. supplémenté soit 
en mannitol (60 g I^) soit en saccharose (60 g I). et mise en culture à la lu- 
mière à 33 moles m? ^! et 18°C +1. 

Dans ces conditions, 80 % des protoplastes sont viables. Ce sont des cellules 
sphériques contenant de trés nombreux chloroplastes. La première division 
cellulaire se produit 48 heures après la mise en culture des protoplastes pour 

Source : MNHN. Paris 
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Figure 2  Croissance en longueur d'un thalle de Draparnaldia issu de la régénération d'un 
protoplaste. 
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Figure 3  Croissance comparée du thalle de Draparnaldia sur milieu supplémenté en 
saccharose (1) ou mannitol (2). 

Source : MNHN, Paris 
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donner naissance à deux cellules filles morphologiquement différentes et de 
taille inégale. C'est une étape indispensable dans la mise en place de la polarité 
du développement. Cette division asymétrique isole une cellule apicale qui en- 
gendre dés le troisième jour le filament principal à l'origine d'un nouveau thalle. 

La croissance lente (11 p/ 24 h) pendant 8 jours atteint une vitesse d'allon- 
gement de (135 1/24 h) en phase exponentielle (Fig. 2). 

La régénération se poursuit en présence de l'un ou l'autre des glucides, et 
conduit à la formation d'un thalle ramifié analogue à celui obtenu à partir du 
bouturage- 

DISCUSSION 

Pour la première fois il a été possible d'obtenir des protoplastes chez cette 
algue. La mise au point d'une méthode efficace nous a permis de définir : 

 le stabilisant osmotique qui joue un rôle essentiel en créant une pression 
osmotique convenable pour les protoplastes après élimination de la paroi cellu- 
lire. Les meilleurs stabilisants pour les protoplastes de Draparnaldia sont les 
sels minéraux de la solution des macroéléments de MURASHIGE et SKOOG 

et un sucre alcool (le mannitol). 
le complexe enzymatique hydrolysant la paroi cellulaire. Il convient d'uti- 

liser un complexe lytique contenant les enzymes spécifiques des principaux 
polysaccharides pariétaux de l'organisme. Le mélange spécifique sélectionné 
est du type macérozyme, cellulase et drisélase. 

le temps d incubation dans le milieu de macération. 

 l'áge de l'organisme : chez cette algue il n affecte que peu la production de 
protoplastes contrairement à ce que l'on connait dans les autres groupes végé- 
taux. Ceci tendrait à prouver que la composition ou l'architecture de la paroi 
d'un filament ne subit que peu de changement au cours du vieillissement. 

 dans l'état de nos expériences, la stimulation de croissance observée en 
présence de saccharose peut être fonction soit de la pression osmotique (diffé- 
rente de celle obtenue sur milieu renfermant du mannitol) soit de la nature 
même du glucide. 

Les étapes de la régénération des protoplastes s'avèrent analogues à ce que 
l'on connaît chez d'autres organismes comme les bryophytes du genre Physco- 
mitrella (JENKINS et COVE, 1983) ou Funaria (GWOZDZ et WALISZEWSKA, 

1979). 
La synthése de la paroi et sa structuration pourront étre analysés car chez les 

algues peu de résultats ont été obtenus. 

La morphologie des thalles est comparable a celle obtenue par bouturage des 
filaments. Toutefois leur allongement est fortement stimulé. 

Les protoplastes sont une étape essentielle dans l'étude de la réorganisation de 
la polarité cellulaire et de la différenciation d'un thizoide par rapport à l'axe 

Source : MNHN, Paris 
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chlorophyllien, et permettront une étude précise de la mise en place des sensi- 
bilités photopériodiques des régénérats. 

Les protoplastes se sont enfin révélés étre un matériel indispensable à l'étude 
de la photosynthèse et de la photorespiration des cellules de chlorophycées 
(DUCHER non publié). 
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